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摘要 : 用 地 高 辛 标记 的 寒 核 苷 酸 探 针对 CnRH 受 体 在 文昌 鱼 (Branchiostema belcheri) 神经 系统 、 哈 氏 帘 和 
性 腺 中 的 定位 和 表达 进行 原 位 杂交 研究 。 结 果 显 示 ， 神 经 系统 中 神经 细胞 、 尤 其 是 在 中 脑 右 侧 延 伸 出 与 哈 氏 窜 
相 接触 的 漏斗 样 结构 中 的 神经 细胞 、 哈 氏 窜 上 皮 细 胞 以 及 肉 雄 性 腺 中 生殖 细胞 都 有 GnRH 受 体 mRNA 杂交 信 
号 ， 信 和 号 物质 分 布 于 胞 质 ， 胞 核 为 阴性 。 表 明文 昌 鱼 神经 系统 、 哈 氏 窜 和 性 腺 都 能 合成 CnRH 受 体 ， 从 而 成 为 
GnRH 在 脑 、 哈 氏 窜 和 性 景 中 的 俘 细 胞 。 为 GnRH 刺激 哈 氏 窝 上 皮 细 胞 的 分 刻 活 动 、 讽 节 性 踪 发 育成 熟 和 生殖 
活动 . 在 分 子 水 平 上 提供 了 确 当 的 证 据 。 还 讨论 了 文昌 鱼 漏斗 样 结构 在 调节 哈 氏 窝 分 弯 活 动 中 的 作用 ， 一 方面 
可 介 导 脑 与 哈 氏 窝 之 间 的 信息 传递 和 调节 ， 另 一 方面 作为 刺激 或 抑制 哈 氏 窝 分 泌 活 动 的 调节 中 枢 。- 
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我 们 先期 研究 证 明了 文昌 鱼 脑 内 神经 细胞 、 哈 
氏 窒 上皮 细 胞 和 性 腺 中 各 级 生殖 细胞 都 存在 
GnRH， 用 原 位 杂交 技术 进一步 证 明 CnRHmRNA 
在 脑 和 性 腺 中 表达 ,说 明 这 些 组 织 能 自身 合成 
GnRH ( 方 永 强 等 ，1999a，b)。 接 着 用 GnRH 抗 独 
特 型 抗体 又 发 现 这 些 部 位 的 不 同 幼 胞 均 存 在 GnRH 
Bik { 方 永 强 等 ，1999c)。 本 研究 用 GnRH SAR 
BH RH AUR ie eI, WHS GnRH 受 体 
mRNA 在 脑 、 哈 氏 窜 和 性 腺 中 的 表达 及 细胞 定位 ， 
从 转录 水 平 进一步 证 实 它们 均 能 合成 GnRH 受 体 ， 
并 为 脑 内 GnRH 免疫 阳性 神经 细胞 参与 调节 哈 氏 罕 
上 皮 细 胞 分 谱 活 动 和 性 腺 发 育 的 机 制 提供 新 的 证 据 。 


1 材料 与 方法 


1.1 材 料 

30 BX EB (Branchiostoma belcheri) 取 自 厦 
门 琼 头 海区 。 根 据 厦 门 文昌 鱼 性 腺 发 育 周期 ( 方 永 
强 等 ，1990)， 它 们 分 别 属于 小 生长 期 、 大 生长 期 
和 成 熟 期 ， 各 期 10 尾 ， 体 长 42.7~ 57.0 mm, 
1.2 样品 制备 

不 同 发 育 时 期 的 雌雄 文昌 鱼 ， 按 方 永 强 等 


收 稿 日 期 ，2000 - 05 - 11; aR EAH: 2000 - 06 - 28 
基金 项 目 : 国家 自然 科学 基金 资助 项 目 (39870120) 





文献 标识 码 : A ”文章 编号 ; 0254 - 5853(2000)06 - 0437 - 05 


(1999b) 方法 取 头 部 和 中 段 ， 用 新 配制 的 不 含 醋酸 
的 Bouin 液 ， 固 定 8~ 12h, 系列 酒精 脱水 ， 
Paraplast 包 埋 ， 头 部 连续 横 切 ， 神 经 管 连续 横 切 和 
Sg. 切片 厚 6 pm。 在 低 倍 显微镜 下 ， 从 头 部 横 
切片 中 挑选 合 哈 氏 窝 ， 以 及 神经 管 横 切 片 中 挑选 含 
不 同 发 育 时 期 的 卵巢 和 精 集 的 切片 ， 进 行 原 位 杂交 
免疫 组 织 化 学 反应 。 
1.3 iX H 

原 位 杂交 试剂 :中 地 高 辛 标记 的 GnRH AS 
核 苷 酸 探 针 参 照 文献 报道 的 大 鼠 脑 垂体 GnRH RK 
cDNA 序列 设计 而 成 (Ursula 等 ,1992) ,由 大 连 宝 生 
物 工 程 有 限 公司 合成 ,序列 如 下 ;5'-ATGCTATCCCC- 
CAGCCTTCATGATGGTGGTGATTAGCCTGGATC -3' 
oic rf e Top a AR o c MIR x TT (Ro E REPRE 
酶 ) 为 武汉 博士 德 生 物 工程 公司 产品 。 
1.4 原 位 杂交 组 织 化 学 染色 程序 

切片 经 陪 晴 水 化 后 ，0.3 铝 Hz0; 甲醇 室温 处 理 
30 min, REKA 3 MK, 0.5 mol/L TBS (pH7.3) 
配制 的 Proteinase K (1:200 稀释 )， 于 3704k 15 
min, 14% Z HE FH RE 5 min, RIB KM 5 min x 3 
次 ， 切 片 空气 干燥 后 ， 每 张 切片 滴 加 含 2.0 pg/mL 
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标记 探 针 的 原 位 杂交 液 20 pL, WAH ACRE 18 
h, 2x SSC MER 5 min x 2 IX. (370), 0.1 x SSC 3 
#10 minx 1 次 (370), AMA ARS B 20 min, 
不 洗 ， 滴 加 小 鼠 抗 地 高 辛 抗体 ， 置 37C 2h, 0.5 
mol/L TBS ? 2 min x 3 次 ， 滴 加 生物 素 化 羊 抗 小 鼠 
IgG, 37C 1h, 0.5 mol/L TBS Pt 2 minx 3X, iB 
JH SABC - AP, Æ 37% 30 min, 0.5 mol/L TBS 3t 


smin x4 次 ， 最 后 用 BCIP/NBT PERIC, EZ 
多 30 ~ 50 min， 水 洗 中 止 反应 ， 梯 度 酒 精 脱水 ， 中 
性 树胶 封 片 。 

阴性 对 照 作 如 下 设置 : OHO) HAY RNA 酶 进 
行 预 处 理 后 杂交 ; QUA PR EH Ae 2E HHT HR 
交 ; 加 用 正常 小 鼠 血 清 取 代 小 鼠 抗 地 高 辛 抗体 进行 
杂交 。 





图 1 GnRH 受 体 mRNA 杂交 信号 在 文昌 鱼 神经 系统 、 哈 氏 窜 和 性 上 膛 中 的 分 布 


Fig.1 Distribution of GnRH receptor (GnRHR) mRNA hybrization signal in the nervous system, Hatschek’s pit and gonad 


of amphioxus, B. belcheri 


RED ~ IV stt B BARCO ST ARMM cp e Ca t 
头 ) 和 小 型 (网 种 头 ) 神 既 细 哆 有 GnRH 受 体 mRNA 杂交 六 号 
[amphioxus of testis [I — IV stage, cross section through head region, 
medium (thick arrow) and small (thin arrow) type nerve cells at the 
middle part of brain vesicle showed CnRHR mRNA bybridization 
signal ] x 660 

RR ~ TV Ern Sc Sal RR TLRS 
有 GnRH fE mRNA AZAS LRI, H A EA (amphioxus of 
ovary [[ - IV stage, cross section through head region, nerve cells in 
infundibulum-like structure showed GnRHR mRNA hybridization signal 
Lr infundibulum, H : Hatschek 's pit) x 240 

. 图 1(b) 滑 斗 样 结构 局 部 放大 ,可 见 CoRH 受 体 mRNA 杂交 信和 号 物 


uc 


I] 


质 定位 在 神 坚 细 胞 胞 质 ( 粗 篇 头 )[regional magnification of 


infundibulumlike stmemre. GoRHR mRNA hybridization signal 
located in the cytoplaam (thick arrow) of nerve cells] x 660 

WA] ~ 开 期 的 文昌 鱼 神 既 管 纵 切 面 上 检测 到 中 等 ( 粗 稍 头 ) 和 
小 型 ( 细 篇 头 ) 神 暨 细胞 GnRH Zik mRNA BS BE 
分 布 , 神 缀 纤维 也 显 强 的 杂交 信号 (长 季 头 [amphioxus of testis T 
— I stage, longitudinal section through nerve tuber, CnRHR mRNA 
hybridization signal in medium (thick arrow) and small (thin arrow) 
type nerve cells distributed along cytoplasm membrane , and nerve fiber 
also showed strong hybridization signal (long arrow) ] x 240 

. B ALS x: Ef Eaa TREE 3. PEE E TE ARS 


a 


e 


DACARA ) E ERR ES GRH 受 体 mRNA 杂交 信和 号 ,信号 物 
TERRE Rb SE FE CIE SL 5 3B [amphioxus of testis [I stage , cross 
section through nerve tuber, large (thick arrow) and small (thin arrow) 
type nerve cells showed CnRHR mRNA hybridization signal, and the 
signal substance distributed along cytoplasm membrane and nerve fiber 
(long arrow) ] x 660 
FAI ~ ILS) X Bin 3c BRBESU IE VEDI FARE BE UB BE E RESI 
胞 检测 到 GnRH 受 体 mRNA 杂交 信号 ,信号 物 分 布 在 细胞 胞 质 ( 粗 
季 头 ), M E BH tE [amphioxus of ovary I — [[ stage, cross section 
through head region ,tbe epithelia cells at the base and middle part of 
Hatschek’s pit showed CnRHR mRNA hybridization signal, and the 
signal substance distributed in the cytoplasm (thick arrow), but the 
nneleus showed negative reaction ] x 660 
XB MSN ~ Y 期 ,GaRH X FE mRNA TII ZR JE fS XE fr TE BB 
母 细胞 胞 质 , 胞 核 耻 性 (ovary [V — V stage in amphioxus, strong 
CnRHR mRNA hybridization signal located in the cytoplasm of oocyte, 
but the nncleus showed negative reaction) x 120 
.XBfa I ~ IH, GRH SK mRNA 强 的 杂交 信号 定位 在 精 
原 细胞 (sg》\ 精 母 细胞 ( 粗 稍 头 ) 和 可 能 的 足 网 胞 ( 细 稍 头 ) [ testis 
II ~ [I stage in amphioxus strong CnRHR mRNA bybridization signal 
located ín spermatogonium (sg), spermatocyte (thick arrow) and 
possible sertoli cell (thin arrow) ] x 240 


^ 


^ 


= 
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2 结 果 


2.1 文昌 鱼 神经 系统 GnRH Fik mRNA 原 位 杂 

aR 

GnRH 受 体 mRNA 杂交 信号 阳性 细胞 呈 蓝 色 ， 
背 底 不 着 色 , 反 善 显著 ,阳性 细胞 易于 识别 ,以 着 色 
深浅 作为 阳性 反应 强 弱 的 指标 。3 种 阴性 对 照 试验 
均 呈 阴性 反应 。 

在 文昌 鱼 中 脑 中 部 横 切 面 上 ,在 脑 泡 中 部 可 检 
测 到 中 等 和 小 型 神经 细胞 ,显示 强 的 GnRH 受 体 
mRNA 杂交 信和 号, 信号 物质 分 布 在 胞 质 , 胞 核 阴 性 
(图 1a)。 另 外 ,与 前 文 ( 方 永 强 等 ,1999c) 报 道 显著 
不 同 是 ,从 脑 的 右 侧 向 下 延伸 的 小 叶 与 哈 氏 窜 相 接 
触 , 这 个 似 背 椎 动物 漏斗 样 结构 的 小 叶 ( 图 1b) 中 的 
神经 细胞 可 检测 到 GnRH 受 体 mRNA 强 杂交 信号 ， 
信和 号 物质 分 布 在 胞 质 ( 图 1c)。 在 神经 管 纵 切 和 模 切 
面 上 ,同样 可 以 检测 到 大 型 .中 等 和 小 型 神经 细胞 显 
示 GnRH 受 体 mRNA 强 的 杂交 信号 ,信号 物质 则 沿 
胞 膜 分 布 , 胞 核 阴 性 {图 1:d,e)。 
2.2 文昌 鱼 哈 氏 窟 和 性 腺 GnRH 受 体 mRNA 原 

位 杂交 结果 

在 不 同 发 育 时 期 的 雌雄 文昌 熏 哈 氏 窝 横 切 面 
上 ,了 哈 氏 窝 基部 上 皮 细 胞 能 够 检测 到 GnRH 受 体 
mRNA 较 强 杂交 信号 ,信号 物质 沿 上 皮 细 胞 膜 和 胞 
质 分 布 , 胞 核 阴 性 {图 1f)。 


XX 1 GnRH 受 体 mRNA 原 位 杂交 信号 在 文昌 鱼 性 
腺 中 的 分 布 
Table 1 Distribution of GoRH receptor mRNA in site 
hybridization signal in gonads of amphioxus 
卵巢 Wh HRH 
{ovary ) (teas } (control ) 
rus 
Wd I~ H-N Vv 
stage) 
反应 强度 
(reaction +++ +++ +++ ++ +++ 十 十 十 - 
intensity } 
+++ 382 EHE Cetronge hybridization signal); ++ ;中 等 杂交 信号 
(mild hyhndization signal); - :阴性 反应 (negative reaction) < 


BEBEGC E f& ERR GnRH X fk mRNA 原 位 杂交 信 
号 ,在 各 级 生殖 细胞 的 分 布 见 表 1。 从 表 1 看 出 , 文 
昌 鱼 卵巢 中 不 同 发 育 时 期 卵 母 细胞 和 精 梨 中 各 级 生 
精细 胞 都 可 以 检测 到 GnRH 受 体 mRNA 强 的 杂交 信 
号 ,信号 物质 分 布 在 胞 质 , 胞 核 阴 性 {图 1:g,h)。 


I-~f O-W v 


3 it it 

我 们 先前 用 免疫 细胞 化 学 方法 研究 发 现 ,文昌 
鱼 神经 系统 . 哈 氏 窝 和 性 腺 中 存在 GnRH 及 其 受 体 
( 方 永 强 等 ,1999a,b,c)。 本 文 用 原 位 杂交 技术 观察 
到 文昌 鱼 神 经 系统 、 哈 氏 窜 和 性 腺 中 有 GnRH 受 体 
mRNA 杂交 信和 号 ,从 而 在 基因 转录 水 平 上 证 实 了 文 
虽 鱼 神经 系统 、 哈 氏 窝 上皮 细胞 和 性 腺 中 各 级 生殖 
细胞 能 合成 GnRH 受 体 ,为 GnRH FR RR ERE 
细胞 分 说 活动 .激发 卵巢 与 精 梨 中 生殖 细胞 的 发 育 
( 方 永 强 ,1985) 和 刺激 性 腺 合成 性 类 固 醉 激 素 ( 方 水 
强 等 ,1993) 的 作用 机 理 , 在 分 子 水 平 上 找到 强 有 力 
的 证 据 。 

本 文 除 证 实 先 前 用 GnRH 抗 独特 型 抗体 免疫 组 
织 化 学 定位 的 结果 { 方 永 强 等 ,1999b) 之 外 ,还 首次 
发 现 漏斗 样 结构 中 神经 细胞 有 GnRH 受 体 mRNA 杂 
交 信 号。 我 们 先前 研究 多 巴 胺 (DA}) 和 去 甲 肾 上 腺 
素 (NE) 在 文昌 鱼 神经 系统 定位 时 ,就 观察 到 脑 右 侧 
延伸 的 漏斗 样 结构 了 与 本 文 所 见 结构 (图 1b) 和 
Gorbman 等 (1999) 的 报道 相 一 致 。 他 们 还 推测 该 结 
构 是 文昌 鱼 脑 与 哈 氏 窝 神 经 联系 的 证 据 ,但 不 清楚 
它们 之 间 是 怎样 联系 的 。 根 据 先前 和 本 文 的 研究 结 
果 ,我 们 认为 文昌 鱼 漏 斗 样 结构 可 能 有 两 种 生理 作 
用 :中 接受 来 自 中 脑 中 部 GnRH 免疫 活性 细胞 所 分 
沁 的 GnRH ,与 之 结合 ,并 成 为 介 导 中 脑 调节 哈 氏 窜 
4 BTE zh 8 " E A"; OF es HA PRA DA 
免疫 活性 细胞 人 ,又 有 GnRH 受 体 细胞 。 现 业已 证 
实 ,DA 是 抑制 鱼 类 脑 垂体 释放 促 性 腺 激素 的 神经 递 
质 {Kah 等 ,1986) ,而 GnRH 是 促进 其 分 泌 活 动 的 调 
节 肤 。 因 此 我 们 有 理由 认为 ,文昌 和 鱼 漏斗 样 结构 很 
有 可 能 是 抑制 和 和 刺激 哈 氏 窜 上 皮 细 胞 分 小 活动 的 调 
THE RAH RET SPREAD AT he 
斗 系统 ( 陈 宜 张 ,1980) 相 类 似 。 同 时 ,我 们 进一步 分 
析 认 为 ,漏斗 样 结 构 中 GnRH 受 体 细胞 本 身 可 能 就 
是 GnRH 神经 细胞 ,因为 我 们 已 证 实 文昌 鱼 脑 内 
GnRH 神经 细胞 也 存在 GnRH 受 体 ( 夏 永 娟 等 ， 
1999) . 

因此 ,本 研究 与 先前 用 GnRH 抗 独特 型 抗体 进 
fi GnRH 受 体 定 位 研究 ( 方 永 强 等 ,1999c) 显 著 不 同 
在 于 ,进一步 发 现 文昌 鱼 脑 内 漏斗 样 结 构 所 起 的 重 
要 生理 作用 ,为 脑 调节 哈 氏 窝 分 这 活动 提供 新 的 证 
据 。 此 外 ,Troskie 等 (1998) 根 据 GnRH 氨 基 酸 顺序 的 


OR PAB, RRS 2001. DA 和 NE 在 文昌 鱼 神 经 系统 和 性 腺 的 免疫 细胞 化 学 定位 .动物 学 报 , 已 接受 。 
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[B TE tEh HES A 3 种 GnRH 亚 型 受 体 ,分 别 
命名 为 LA 型 LB 型 和 型 CoRH 受 体 ,而 文昌 鱼 





GnRH 受 体 是 否 也 有 亚 型 区 分 ,有 待 研 究 。 
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Abstract; Localization and expression of GaRH recep- 
tor ( GaRHR ) mRNA in 
Hatschek's pit and gonads of amphioxus, Branchios- 
toma — belcheri, 
mically using digoxigenin-labled oligonycleotide probe. 
The results showed that the nerve cells in midbrain and 
nerve tuber, the epithelia cells of Hatschek's pit and 


the nervous system, 


investigated immunohistoche- 


were 


~ 
~ 


germocyte in testis and ovary of different development 
stages had GaRHR mRNA hybridization signal. It was 
worthwhile noting that some strong GaRHR mRNA hy- 
bridization signal were found for the first time in the 
funnel-like structure, a part of midbrain extension. 
The signal substance distributed in the cytoplasm, but 


the nucleus showed negative reaction. These results in- 
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EFFECTS OF DOPAMINE, ESTRADIOL AND TESTOSTERONE ON 
GONADOTROPIN RELEASE FROM THE PITUITARY 
FRAGMENTS OF Rana rugulosa 
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Abstract: To understand the regulatory mechanisms of gonadotropin secretion in Rana rugulosa , this study investi- 
gated the effects of dopamine (DA), estradiol (Ez) and testosterone (T) on the in vitro release of luteinizing hormone 
(LH) and follicle-stimulating hormone (FSH) from the pituitary (ragments of female Rena rugulosa using a static incuba- 
tion system and radio-immunoassay (RIA). The results indicated that DA at the concentration from 0.1 pmol/L to 10 
pmol/L inhibited the release of LH and FSH from the pituitary fragments of sexually pre-mature or hibernating individuals , 
and the inhibitory effects enhanced with increasing concentrations of DA. E; at 1 pmol/L and 10 pmol/L significantly stim- 
ulated the release of LH of sexually pre-mature individuals, but inhibited their FSH release at 0.1 pmol/L to 10 pmol/L; 
T had no obvious effects on their FSH release, but significantly inhibited their LH release at 10 pmol/L. Neither Ez nor 
T, at the concentration from 0.1 pmol/L to 100 pmol/L, had obvious effects on the release of LH and FSH of hibernating 
individuals. The dala suggest that DA and sexual steroids may have direct regulatory actions on LH and FSH release at the 
pituitary level in Rana rugulosa, and the action of sexual steroids may relate to the gonadal development stages (sea- 
sons) . 


Key words; Rana rugulosa Wiegmann; Luteinizing hormone (LH); Follicle-stimulating hormone (FSH ); 
Dopamine (DÀ): Sexual steroids 


Gonadotropin (CtH) plays a central role in repro- 
ductive regulation. Many studies on fish and mammals 
have’ indicated that GtH secretion is directly or indi- 
rectly regulated by sexual steroids and a number of 


neuroendocrine factors ( Deleeuw ef al., 1987; 
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Kahet al., 1993). In frogs, there are only few stud- 
ies related to the regulation of GtH secretion (see re- 
view by Li et al., 1998b). The limited studies 
demonstrated that the regulatory actions of sexual 
steroids on pituitary GIH (LH and FSH) secretion exi- 
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dicated that the nervous system, Hatschek’s pit and 
gonads of amphioxus were all capable of synthesizing 
GnRH receptors, which acted as target cells of GnRH 
in the nervous system, Hatschek's pit and gonads. 
Thus, the present study provided an authentic proof 
that GnRH might stimulate the secretory activity of 
Hatschek’s pit epithelia cells and regulate gonadal de- 


velopment and maturation and reproduction activity on 
molecular level. It was suggested that the infundibulum- 
like structure might have two physiological functions; 
(T) to act as a "transformation station" mediating the in- 
formative transfer and regulation between brain and 
Hatschek 's pit; @)to be a regulation center to stimu- 
late or inhibit the secretory act ivity of Hatschek’s pit. 


Key words: Amphioxus; GnRH receptor; Nervous system; Hatschek's pit; Jn situ hybridization 





